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Cyclische gerinnungshemmende Peptide 



Die vorliegende Erfindung betrifft neue cyclische Peptide, welche nlitzliche 
gerinnungshemmende Stoffe sind. 

Gerinnungshemmer sind nutzliche therapeutische Stoffe in der 
pharmakologischen Behandlung von ? zum Beispiel, akuter tiefer Venenthrombose, 
Lungenembolie, akuter arterieller VerschluBkrankheit der Gliedmaflen, Herzinfarkt 
und disseminiertem intravaskularem Koagulations-Syndrom. Von der 
prophylaktischen Verabreichung von Gerinnngshemmern glaubt man, dafi es das 
erneute Auftreten von Gefaflverschliissen bei Patienten mit rheumatischen 
Erkrankungen oder arteriosklerotischen Herzleiden verhinden und das es gewisse 
thromboembolische Komplikationen bei Operationen verhindert. Die 
Verabreichung von Gerinnungshemmern ist auch angezeigt bei der Behandlung von 
Koronararterienerkrankung und Gefafileiden des Gehirns. Arterielle Thrombose, 
besonders in Arterien, die den Herzmuskel und das Gehirn versorgen, ist eine 
Haupttodesursache. 

Hirudin ist ein 65-Reste-Polypeptid, welches aus Speicheldriisen von Blutegeln 
isoliert wird. Es ist ein gerinnungshemmender Stoff, welcher ein Thrombin- 
spezifischer Hemmstoff ist. Obwohl Hirudin ziemlich wirksam ist, scheint der 
klinische Gebrauch von Hirudin aus Blutegelextrakten, auf Grund seiner begrenzten 
Verfiigbarkeit, seiner aufwendigen Herstellung und der allergischen Reaktionen, die 
gewohnlich der Verabreichung von Proteinen diese GroBe folgen, 
unwahrscheinlich. 

Die Anmelder haben eine spezifische Region des Hirudins entdeckt, die 
zumindest zum Teil fur seine gerinnungshemmende Aktivitat verantwortlich ist. 
Diese Region ist chemisch synthetisiert worden und bestimmte cyclische Analoga 
davon scheinen an die Erkennungsstelle des Thrombins zu binden, aber nicht an 
die enzymatische Spaltstelle, die raumlich davon getrennt ist. Die Bindung des 
synthetischen Proteins verhinden kompetitiv die Bindung von Fibrinogen an der 
Erkennungsstelle des Thrombins, eine Voraussetzung fur die Produktion von 
Fibrin und Gerinselbildung. Die Peptide dieser Erfindung besitzen signifikante 
gerinnungshemmende Aktivitat und ihre ungewohnliche Fahigkeit, nur an die 
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Erkennungsstelle und nicht an die Spaltstelle des Thrombins zu binden. konnte 
einen wissenschaftlich interessanten und therapeutisch signifikanten Zusatz fur die 
gerinnungshemmende Therapie ermoglichen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft Derivate des Hirudins mit der 
Strukturformel 1: 



CO A 7 A 8 NRi # 

D 



B Alk 2 




in der X einen aminoterminalen Rest, ausgewahlt aus Wasserstoff, einem oder 
zwei Alkylresten mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen, einem oder zwei 
20 Acylresten mit 2 bis 10 Kohlenstoffatomen, Carbobenzyloxy- oder 

tert. -Buty loxycarbony lgruppen bedeutet; 
A ± eine Bindung ist, oder ein Peptid mit 1 bis 5 Resten irgendeiner 

Aminosaure darstellt; 
A 2 eine der Gmppen Phe, SubPhe (mono- oder disubstituiertes 
25 Phenylalanine fl-(2- und 3-Thienyl)-alanin; fl-(2- und 3-Furanyl)- 

alanin, 6-(2-„ 3- und 4-Pyridyl)-alanin, 6-(Benzothien - 2- und 3-yl)- 
alanin, B-(l- und 2-Naphthyl)-alanin, Tyr oder Trp bedeutet; 
A 3 Glu oder Asp ist; 
A 4 irgendeine Aminosaure ist; 
30 A 5 He, Val, Leu, Nle oder Thr bedeutet; 

A 7 irgendeine Aminosaure ist; 
A Q irgendeine Aminosaure ist; 

A 1Q eine lipophile Aminosaure, ausgewahlt aus Tyr, Tyr(S0 3 H), Trp, 
Phe, Leu, Nle, He, Val, His und Pro bedeutet oder ein mindestens 
3 5 eine dieser lipophilen Aminosauren enthaltendes Dipeptid ist; 

A ll e ' ne Bindung ist oder ein Peptidfragment mit 1 bis 5 Resten 
irgendwelcher Aminosauren darstellt; 
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Y einen carboxyterinalen Rest, ausgewahlt aus OH.CC^C^-Alkoxy-, 

Amino-, Mono- oder Di-(C 1 -C 4 )alkylsubstituienen Amino- oder 

Benzylaminogruppen bedeutet: 
R, R\ R x und jeweils ausgewahlt sind aus Wasserstoffatomen oder 

(C 1 -C 4 )-Alkylresten; 
B ausgewahlt ist aus -S-, oder -S-S- oder -S-Alk 3 -S- und 
Alk X) Alk 2 und Alk 3 jeweils ausgewahlt sind aus (C 1 -C 8 )-Methylen- oder 

Ethylengruppen: 

und wobei "D" und "L" anzeigen, daJJ die Stereochemie am angegebenen 
Kohlenstoffatom diejenige ist. die dem D-Cystein bzw. L-Cystein entspricht: die 
Erfindung betrifft ferner die Dimeren dieser Peptidderivate und ihre Gemische 
sowie die Verwendung dieser Peptidderivate. Dimeren und Gemische davon als 
gerinnungshemmende Mittei. 



Die folgenden gelaufigen Abkiirzungen von Aminosauren werden in dieser 
Patentschrift gebraucht: 
Gly - Glycin 
Ala - Alanin 
Val - Valin 
Leu - Leucin 
lie - Isoleucin 
Pro - Prolin 
Phe - Phenylalanin 
Trp - Tryptophan 
Met - Methionin 
Ser - Serin 
Thr - Threonin 
3Q Cys - Cystein 

Tyr - Tyrosin 
Asn - Asparagin 
Gin - Glutamin 
Asp - Asparaginsaure 
Glu - Glutaminsaure 
Lys - Lysin 
Arg - Arginin 
His - Histidin 
Nle - Norleucin 



Hyp - Hydroxyprolin 

3,4-DehydroPro - 3,4-Dehydroproiin 

Tyr(S0 3 H) - Tyrosinsulfat 

Pgl - Phenylglycin 

NMePgl - N-Methylphenylglycin 

Sar - Sarkosin (N-Methylglycin) 

pSubPhe - para-substituiertes Phenylalanin 

SubPhe - substituierte Phenyialanine 

DAla - D-Alanin 

Ac - Acetyl-Rest 

Sue - Succinyl-Rest 

pClPhe - para-Chlorphenylalanin 

pN0 2 Phe - para-Nitrophenylalanin 

Pen - Penicillamin (B,B-Dimethy Icy stein) 

DCys - D-Cystein 

Ein Alkylrest und der Alkylteil eines Alkoxyrestes kann ein geradkettiger, 
verzweigter oder cyclischer Alkylrest. zum Beispiel eine Methyl-, Ethyl-, Propyl-, 
Isopropyl-, Butyl-, Isobutyl-, ten. -Butyl-, Pentyl-, Isopentyl-, sek.-Pentyl-, 
Cyclopentyi-, Hexyl-, Isohexyl-, Cyclohexyl- oder Cyclopentylmethylgruppe sein. 
Ein Acylrest mit 2- bis 10 Kohlenstoffatomen kann ein geradkettiger, verzweigter, 
cyclischer, gesattigter oder ungesattigter Acylrest sein, welcher 1 oder 2 
Carbonyleinheiten pro Rest enthalt. zum Beispiel eine Acetyl-, Benzoyl- oder 
Succinylgruppe. Der Ausdruck "eine (C 1 -C 8 )-Methylen- oder Ethylengruppe" 
verweist auf eine bivalente Gruppe, welche sich von einem acyclischen oder 
cyclischen, gesattigten oder ungesattigten Alkylrest mit 1 bis 8 Kohlenstoffatomen 
durch bildliches Entfernen von zwei Wasserstoffatomen von einem der 
Kohlenstoffatome oder von zwei benachbarten Kohlenstoffatomen des Alkylrests 
herleitet. Beispiele des (C 1 -C 8 )-Methylen- oder Ethylenrests in dieser Erfindung 
sind Methylen- oder Methyliden- (-CH 2 -), Ethyliden- (CH 3 CH<), 
1-Methylethyliden- (CH 3 C(CH 3 ) < ), 1-Methylpropyliden- oder sek.-Butyliden- 
(CH 3 CH 2 C(CH 3 ) < ), 2,2-Dimethylpropyliden- oder Neopentyliden- 
(CH 3 C(CH 3 ) 2 CH<), Ethylen- oder Dimethylen- (-CH 2 -CH 2 -), Methylethylen- 
(-CH 2 CH(CH 3 )-), Ethylethylen- (-CH 2 CH(C 2 H 5 )-), Ethenylen- oder Vinylen- 
(-CH=CH-), 1,1-Ethenyiiden- (CH 2 =C<), 1, 1-Cyclohexyliden- (C 6 H 10 <)- und 
1,2-Cyclopentyliden (C 5 H 8 < )gruppen. Eine Halogengruppe bedeutet eine Fluor-, 
Chlor-, Brom- oder Iodgruppe. 



Der Ausdnick "irgencieine Aminosaure". vvie er hier verwendet wird. beinhaltet 
die naturlich vorkommenden Aminosauren wie auch andere "nichtproteinische" 
of-Aminosauren, die allgemein auf dem Fachgebiet der Peptidchemie verwendet 
werden, wenn man synthetische Analoga von naturlich vorkommenden Peptiden 
herstellt. Die naturlich vorkommenden Aminosauren sind Glycin. Alanin. Valin, 
Leucin. Isoleucin, Serin, Methionin. Threonin, Phenylaianin. Thyrosin. Tryptophan, 
Cystein, Prolin. Histidin. Asparaginsaure. Asparagin, Glutaminsaure, Glutamin, 
Arginin, Ornithin und Lysin. Beispiele fur "nichtproteinische" a- Aminosauren sind 
Norleucin, Norvalin, Alloisoleucin, Homoarginin, Thiaprolin, Dehydroprolin 
Hydroxyprolin (Hyp), Homoserin, Cyclohexylglycin (Chg), a-Amino-n-buttersaure 
(Aba), Cyclohexylalanin iCha), Aminophenyibuttersaure (Pba), in deronho-, meta- 
oder para-Position des Phenylrests mit (C^C^-Allcyl-, (C 1 -C 4 )-Alkoxy-, Halogen- 
oder Nitrogruppen Oder mit einer Methylendioxygruppe mono- oder disubstituierte 
Phenylalanine, B-(2- und 3-Thienyi)alanin. B-(2- und 3-Furanyl)alanin. 8-(2-, 3- und 
4-Pyridyl)alanin, B-(Benzothienyi-2- und 3-yl)alanin, B-(l- und 2-Naphthyl)aJanin, 
O-alkylierte Derivate von Serin, Threonin oder Tyrosin, S-alkyliertes Cystein, der O- 
Sulfatester von Tyrosin, 3,5-Diiodtyrosin und die D-Isomere der naturlich 
vorkommenden Aminosauren. 

Der Ausdnick "lipophile Aminosaure" beinhaltet Tyr, Tyr(S0 3 H), Phe, Leu, 
Nle, He, Val, His und Pro. 

Die naturlich vorkommenden Aminosauren mit Ausnahme von Glycin 
enthalten ein chirales Kohlenstoffatom. Soweit nicht anderweitig speziell 
angegeben, handelt es sich bei den hier angegebenen Aminosauren urn die L- 
Konfiguration. Zum Beispiel kann jede der Aminosauren der A x oder A 10 Gruppe 
die D- oder L-Konfiguration besiuen. Wie ublich, ist die Struktur der hier 
beschriebenen Peptide so, dafl das aminoterminale Ende auf der linken Seite der 
Kette und das carboxyterminale Ende auf der rechten Seite der Kette ist. 

Der Ausdruck "Dimere" bezeichnet jene Peptide, die aus der direkten 
Verknupfung von zwei separaten linearen Peptiden wahrend des 
Cyclisieningsschritts entweder in Kopf zu Kopf oder Kopf zu Schwanz-Weise 
entstehen. Im Verlauf der Durchfuhrung der gewiinschten internen Cyclisierung 
iiber die "B"-Gruppe, verbinden sich einige der linearen Peptide des 
Ausgangsmaterials mit einem anderen linearen Peptid des Ausgangsmaterials 
statt mit sich selbst. Das entstehende Produkt ist ein "Dimer" in dem Sinne, daB es 
aus zwei linearen Ausgangspeptiden aufgebaut ist. aber es ist kein Dimer in dem 
Sinne, daB die Molekulformel des Dimers genau das Doppelte der Molekulformel 
des Monomeren ist. Ein Dimer der erfindungsgemaBen Peptidderivate hat 
folgende Strukturformei: 



■ • » 



CO A 7 A 8 NRi' 



10 



X-A j-Aj-A r A 4 -A 5 — NfR^-C-R 

I 

AJki 
I 

B 
I 

Alk< 
\jc- 

Y-An-A 10 CO-C-R' 

I 



15 



NRV A 8 A 7 



R'-C-CO — A10-A11-Y 
I 

Alk 2 

I 
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I 
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I 

— CO 
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Kopf zu Schwanz-Dimer 



CO A 7 — A * NR1' 



25 X-A 7 -A2-Ai-A4-A 5 — N(Ri)-C-R 

I 

Aiki 
I 

B 

I 

30 Aiki 

l>r 

X-Af-Aj-Aj-A 4 -A 5 - N<Ri)-C-R 

I 

CO 

35 



R'-C-CO — A10-A11-Y 
I 

Alk 2 
I 

B 
1 

Alk 2 

L sj 

R'-C-CO — A10-A11-Y 

I 



A 7 Ag NRi' 



Kopf zu Kopf-Dimer 



wobei die Substituenten wie vorstehend fur Struktur i defmien sind. Die hier 
verwendete Bezeichnung "Peptidderivate" schlieflt die Dimeren und Gemische ein. 
soweit es sich aus dem Zusammenhang nicht anders ergibt. Wahrend die 
Gemische von Monomer und Dimer. die aus dem Cyclisierungsschritt resultieren. 
leicht durch dem Fachmann bekannte MaBnahmen getrennt werden konnen. ist es 
moglich die Gemische in den gerinnungshemmenden Mitteln dieser Erfindung 
ohne Trennung zu verwenden. 

Die Polypeptide der Formel 1 konnen mit beliebigen nichttoxischen, 
organischen oder anorganischen Sauren pharmazeutisch vertragliche Salze 
bilden. Beispieie fur anorganische Sauren, welche geeignete Salze liefern, sind 
Chlorwasserstoff-, Bromwasserstoff-, Schwefel- und Phosphorsaure und saure 
Metailsalze, wie Natriummonohydrogenorthophospat und Kaliumhydrogensulfat. 
Beispieie fur organische Sauren. welche geeignete Salzliefern, sind die Mono-, Di- 
und Tricarbonsauren. Beispieie fur solche Sauren sind Essig-, Glycol-, Milch-, 
Pyruvm-, Malon-, Bernstein-, Glutar-, Fumar-, Apfel-, Wein-, Zitronen-. Ascorbin- 
Malein-, Hydroxymalein-, Benzoe-, Hydroxy benzoe-, Phenylessig-, Zimt-, Salicyl-, 
2-Phenoxybenzoesaure und Sulfonsauren, wie Methansuifonsaure und 2- 
Hydroxyethansulfonsaure. Salze der carboxyterminalen Aminosaureeinheit 
schliefien nichttoxische Carbonsauresalze ein, welche mit beliebigen geeigneten 
anorganischen oder organischen Basen gebildet werden. Beispieie fur diese Salze 
sind solche von Alkalimetallen, wie Natrium oder Kaiium; von Erdalkalimetallen, wie 
Kalzium und Magnesium; von Leichtmetallen der Gruppe IIIA, einschliefilich 
Aluminium; und von organischen primaren, sekundaren und tertiaren Aminen, wie 
zum Beispiel Trialkylaminen. einschliefilich Triethylamin, Procain. Dibenzylamin, 1- 
Ethenamin, N.N'-Dibenzylethylendiamin, Dihydro-abietylamin, N-(Nieder)- 
Alkylpiperidin und von anderen geeigneten Aminen. 

Wie bei jeder allgemeinen Klasse von chemischen Verbindungen werden 
bestimmte Vertreter bevorzugt. Die Anmelder bevorzugen solche Peptidderivate 
der Formel l, worin 

X ein Wasserstoffatom, eine Acetyl- oder Succinylgruppe ist. 

Ebenfalls bevorzugt sind solche Verbindungen der Formel l, worin 
A x -His-Asn-Asp-Gly-Asp-, 
-Asn-Asp-Gly-Asp-, 
-Asp-Gly-Asp-, 
-Gly-Asp-, 

-Asp- oder eine Bindung ist. 
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A 2 vorzugsweise Phe. fl-(2- oder 3-Thienyl)aIanin. Tyr, Trp oder pClPhe 
ist; 

A 3 Glu: 

A 4 Glu, Asp. Pro oder Ala 
A 5 He: 

A 7 Glu, Asp oder Ala: 
A 8 Glu oder Asp; 
A 10 Leu; 

A 11 Pro, Gin, Asp oder Asp-Glu; 

Alk 1 und Alk 2 jeweils eine Methylengnippe; 

Y OH oder NH 2 und 
B -S-S- ist. 

Besonders bevorzugt sind solche Peptidderivate der Formel 1, worin 
entweder X eine Acetylgruppe und A 1 Gly-Asp oder Asp ist oder X eine 
Succinylgruppe und A x eine Bindung ist und worin 

A 2 Phe, 6-(2-Thienyl)alanin oder Tyr ist; 

A3 Glu; 

A 4 Glu oder Pro; 
A 5 He; 
A 7 Glu; 

A Q Glu oder Asp; 

A g Tyr, Ala-Tyr oder Glu-Leu; 

A 10 -Leu-Gin- oder -Asp-Glu-; 

A 11 Pro, Gin, Asp oder Asp-Glu; 

R, R\ R" jeweils ein Wasserstoffatom; 

Alk^ und Alk 2 jeweils eine Methylengnippe; 

B -S-S- und 

Y OH ist. 

Die Peptide dieser Erfindung konnen durch eine Reihe von Verfahren, welche 
dem Fachmann ohne weiteres bekannt sind, hergestellt werden. Solche Verfahren 
schliefien die sequenzielle Festphasen und Block-Synthese, das Klonen von 
Genen und die ^Combination dieser Techniken ein. Die sequenzielle 
Festphasentechnik kann mit Hilfe der etablierten automatisierten Methoden, wie 
durch den Gebrauch eines automatischen Peptid-"Synthesizer", durchgefiihrt 
werden. In diesem Verfahren wird eine am a-Aminoende geschiitzte Aminosaure 
an eine Tragerharz gebunden. Das verwendete Tragerharz kann jedes geeignete 



Harz sein. das herkommiich auf dem Fachgebiet fur die Festphasen^Herstellung 
von Polypeptiden verwandt wird. vorzugsweise Polystyrol. welches mit 0,5 bis 
etwa 3% Divinyibenzol vernetzt ist. und welches entweder chlormethylien Oder 
hydroxymethyliert worden ist. urn Stellen fur die Esterbildung mit der anfanglich 
eingebrachten a-amingeschiitzten Aminosaure zu schaffen. 

Ein Beispiel fiir ein Hydroxymethyl-Harz wird von Bodanszky et al., Chem. 
Ind. (London) 38 . 1597-98 (1966) beschrieben. Ein chlormethyliertes Harz ist im 
Handel erhaltlich von Bio Rad Laboratories, Richmond, California, und die 
Herstellung eines solchen Harzes wird durch Stewart et al., "Solid phase Peptide 
Synthesis" (Freeman & Co., San Francisco 1969), Kapitel 1, Seite 1-6 beschrieben. 
Die geschiitzte Aminosaure kann an das Harz durch das Verfahren von Gisi, Helv. 
Chem. Acta. 56 . 1476 (1973) gebunden werden. Viele harzgebundene, geschiitzte 
Aminosauren sind im Handel erhaltlich. Beispielsweise kann fur die Herstellung 
eines erfmdungsgemaflen Polypeptids. worin das carboxyterminale Ende eine Thr- 
Gruppe ist ein durch eine tert.-Butyloxycarbonylgruppe (Boc) geschiitztes Thr, 
welches an ein benzyliertes, hydroxymethyliertes Phenylacetamidomethyl-Harz 
(PAM) gebunden ist, verwendet werden. Dieses Harz ist im Handel erhaltlich. 

Nach der Bindung einer am a-Aminoende geschiitzten Aminosaure an ein 
Tragerharz, wird die Schutzgruppe durch ein geeignetes Verfahren, wie durch 
Verwendung von Trifluoressigsaure in Methylenchlorid, Trifluoressigsaure alleine 
oder HC1 in Dioxan, entfernt. Das Entfernen der Schutzgruppe wird bei 
Temperaturen zwischen 0°C und Raumtemperatur ausgefuhrt. Andere, ubliche 
Spaltungsreagentien und Bedingungen fiir die Entfernung von spezifischen 
a-Aminoschutzgruppen konnen verwendet werden. Nach der Entfernung der a- 
Aminoschutzgruppe werden die anderen aminogeschutzten Aminosauren 
schrittweise in der gewiinschten Reihenfolge angebunden. Alternativ dazu konnen 
Mehrfach-Aminosauregruppen durch das Losungsmittelverfahren verkniipft 
werden, ehe man sie mit der an das Tragerharz gebundenen Aminosauresequenz 
verkniipft. 

Die a-Aminoschutzgruppe, die bei jeder in die Polypeptidkette eingefiihrten 
Aminosaure verwandt wird, kann jede im Fachgebiet bekannte sein. Unter den in 
Frage kommenden Klassen von a-Aminoschutzgruppen sind (1) Schutzgruppen 
vom Acyl-Typ, wie: Formyl-, Trifluoracetyl-, Phthalyl-, Toluolsulfonyl- (Tosyl-), 
Benzolsulfonyl-, Nitrophenylsulfenyl-, Tritylsulfenyl-, o-Nitrophenoxyacetyl- und or- 
Chlorbutyrylgruppen; (2) Schutzgruppen vom Typ aromatischer Urethane, wie 
Benzyloxycarbonyl- und substituiene Benzyioxycarbonylreste, wie 
p-Chlorbenzyioxycarbonyl-, p-Nitrobenzyloxycarbonyl-, p-Brombenzyloxycar- 
bony 1- , p-Methoxy benzy loxycarbony 1- , 1 -(p-Bipheny ly !)• 1 -methy lethoxycarbonyl- , 



a,a-Di-methyl-3.5-dimethoxybenzyloxycarbonyl- und Benzhydryioxycarbonyl- 
gruppen; (3) Schutzgruppen vom Typ aliphatischer Urethane. wie tert.- 
Butyloxycarbonyl- (Boc), DiisopropylmethoxycarbonyK Isopropyloxycarbonyl-, 
Ethoxycarbonyl- und Allyloxycarbonylgruppen: (4) Schutzgruppen vom Cycloalkyl- 
Urethane-Typ , wie Cyclopentyloxycarbonyl-, Adamantyloxycarbonyl- und 
Cyclohexyloxycarbonyigruppen: (5) Schutzgruppen vom Typ der Thiourethane, 
wie Phenyithiocarbonylgruppen: (6) Schutzgruppen vom Alkylrest-Typ, wie 
Triphenyl methyl- (Trityl-) und Benzylgruppen: und (7) Trialkylsilanreste, wie 
Trimethylsilan. Die bevorzugte a-Aminoschutzgruppe ist die tert.- 
Butyloxycarbonylgruppe. 

Die Auswahl eines geeigneten Verkniipfungsreagenz ist dem Fachmann 
gelaufig. Ein besonders geeignetes Verkniipfungsreagenz. wenn die anzufiigende 
Aminosaure Gin, Asn oder Arg ist, ist N.N'-Diisopropylcarbodiimid und 
1 -Hydroxy benzotriazoi. Die Verwendung dieser Reagentien verhindert die Bildung 
von Nitrilen und Lactamen. Andere Verknupfungsreagenzien sind (1) Carbodiimide 
(z.B. N^N'-Dicyclohexylcarbodiimid und N-Ethyl-NXi-dimethylaminopropyl- 
carbodiimid); (2) Cyanamide (z.B. N,N-Dibenzylcyanamid); (3) Ketenimine; (4) 
Isoxazoniumsaize (z.B. N-Ethyl-5-phenylisoxazonium-3 f -sulfonat); (5) 
monocyclischen Stickstoff enthaltende, heterocyciische Amide von aromatischem 
Charakter, weiche ein bis vier S ticks toffatome im Ring enthalten, wie Imidazolide, 
Pyrazolide und 1,2,4-Triazolide. Beispiele fur besonders geeignete heterocyciische 
Amide sind N,N'-Carbonyldiimidazol und N,N-Carbonyl-di-l ,2,4-triazol; (6) 
alkoxylierte Acetylene (z.B. Ethoxyacetylen); (7) Reagentien, die mit der Carboxyl- 
Einheit der Aminosaure gemischte Anhydride bilden (z.B. Ethylchlorformiat und 
Isobutylchlorformiat) oder die symmetrischen Anhydride der zu koppelnden 
Aminosauren (z.B. Boc-Ala-O-Ala-Boc) und (8) Stickstoff enthaltende, 
heterocyciische Verbindungen, die eine Hydroxy lgruppe an einem Ring- 
Stickstoffatom tragen (z.B. N-Hydrbxyphthalimid, N-Hydroxysuccinimid und 1- 
Hydroxybenzotriazol). Andere Aktivierungsreagenzien und ihre Verwendung in der 
Peptid-Verknupfung werden von Kapoor, L Pharm. Sci.. 59. Seite 1-27 (1970) 
beschrieben. Die Anmelder bevorzugen die Verwendung von symmetrischen 
Anhydriden als Verkniipfungsreagenz fur alle Aminosauren auBer Arg, Asn und 
Gin. 

Jede geschutzte Aminosaure oder Aminosauresequenz wird in den 
Festphasenreaktor in ungefahr 4-fachem Uberschuli eingebracht und die 
Kopplung wird in einem Medium aus Dimethylformamid : Methylenchlorid (1:1) 
oder in Dimethylformamid alleine oder vorzugsweise Methylenchlorid alleine 
ausgefuhrt. In Fallen, in denen unvollstandige Kopplung auftritt, wird das 



Verknupfungsverfahren wiederholt. bevor man die a-Aminoschutzgruppe entfernt 
und vor der Kopplung der nachsten Aminosaure im Festphasenreaktor. Der Erfolg 
der Verkniipfungsreaktion bei jedem Schritt der Synthese wird durch die 
Ninhydrin-Reaktion nach E.Kaiser et ah. Analvt. Biochem. 34 . 595 (1970) 
uberwacht. 

Nachdem die gewunschte Aminosauresequenz erhalten worden ist. wird das 
Peptid vom Harz entfernt. Das kann durch Hydrolyse, wie durch die Behandlung 
des harzgebundenen Polypeptids mit einer Losung von Dimethylsulfid. p-Kresol 
und Thiokresol in verdunnter wassriger Fluorwasserstoffsaure geschehen. 

Wie auf dem Fachgebiet der Festphasen-Peptidsynthese bekannt ist. tragen 
viele der Aminosauren funktioneile Gruppen, die einen Schutz wahrend des 
Ketten-Aufbaus benotigen. Die Verwendung und die Auswahl einer geeigneten 
Schutzgruppe liegt innerhalb der Fahigkeit des Fachmanns und hangt von der zu 
schutzenden Aminosaure und der Anwesenheit anderer geschutzter 
Aminosaurereste am Peptid ab. Die Auswahl einer soichen Seitenketten- 
Schutzgruppe ist kritisch, weil diese nicht wahrend der Abspaltung der 
Schutzgruppe des a-Amino-Restes abgespalten werden darf. Zum Beispiel sind 
brauchbare Seitenketten-Schutzgruppen fur Lysin Benzyloxycarbonyl- und 
substituierte Benzyloxycarbonylreste, wobei die Substituenten aus Halogen- (z.B. t 
Chlor, Brom, Fluor) und Nitro- (z.B., 2-Chlorbenzyloxycarbonyl-, p-Nitrobenzyl- 
oxycarbonyi-, 3,4-Dichlorbenzyloxycarbonylgruppe), Tosyi-, t-Amyioxycarbonyl-, 
t-Butyloxycarbonyl- und Diisopropylmethoxycarbonylgruppen ausgewahlt werden 
konnen. Die alkoholische Hydroxyigruppe von Threonin und Serin kann mit einer 
Acetyl-, Benzoyl-, tert.-Butyl-, TrityK Benzyl-, 2,6-Dichlorbenzyi- oder 
Benzyloxycarbonylgruppe geschiitzt werden. Die bevorzugte Schutzgruppe ist die 
Benzylgruppe. 

Diese Gruppen konnen durch auf dem Fachgebiet bekannte Verfahren 
entfernt werden. Typischerweise wird die Entfernung der Schutzgruppen nach der 
kompletten Peptidketten-Synthese durchgeflihrt, aber die Schutzgruppen konnen 
auch zu jeder anderen geeigneten Zeit abgespalten werden. 

Im allgemeinen werden die cyclischen Peptide ausgehend von einem 
geeigneten linearen Derivat entweder vor oder nach dem Abspalten des linearen 
Peptids vom festen Trager hergestellt. Die Verbindungen der Formel 1, worin B 
eine -S-S- Gruppe ist, werden aus dem entsprechenden freien Sulfhydryl-haltigen, 
linearen Peptid durch bekannte oxidative Verknupfungstechniken. wie durch 
Oxidation des linearen Peptids mit Kaliumhexacyanoferrat hergestellt, beschrieben 
zum Beispiel von Stewart et al., in "Solid Phase Peptide Synthesis" (Freeman & 
Co., San Francisco 1969), Kapitel 1, Seite 95 . Die Verbindungen von Formel 1 
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worin B eine -S-Alk 3 -S- Gruppe und Alk 3 eine (C^CgJEthylen-Gruppe ist, 
konnen aus den freien Sulfhydryl-haltigen linearen Peptiden durch Umsetzung mit 
einem 1,2-Dibrom-Derivat eines geeigneten acyclischen oder cyclischen. 
gesattigten oder ungesattigten Alkyl-Rest analog zu der in H. I. Mosberg und J. R. 
Omnaas, J. Amer. Chem. Soc. 107 . 2986-2987 (1985) beschriebenen Methode 
hergestellt werden. Die Verbindungen der Formel 1 worin B eine -S-Alk 3 -S- 
Gruppe und Alk 3 eine (C 1 -C 8 )Methylen-Gruppe ist, werden aus den freien 
Sulfhydryl-haltigen linearen Peptiden durch Umsetzung mit einem geeigneten 
acyclischen oder cyclischen, gesattigten oder ungesattigten Alkylketon oder - 
aidehyd analog zu der in J. Amer. Chem. Soc. 76 . 1945 (1954) beschriebenen 
Methode hergestellt. Die Herstellung solcher Verbindungen der Formel 1 worin B 
eine -S- Gruppe ist, kann in der Weise bewirkt werden, wie sie bei K. Jost, Collect. 
Czech. Chem. Commun. 36 . 218 (1971) und in der US-PS Nr. 4 161 521 dargelegt 
wird. 

Die gerinnungshemmende Dosis eines erfindungsgemaflen Peptidderivats 
betragt 0,2 mg/kg bis 250 mg/kg Korpergewicht pro Tag je nach Patient, Ausmafl 
der Thrombose, die behandelt werden soil, und dem ausgewahlten Peptid-Derivat. 
Die geeignete Dosis fur einen bestimmten Patienten kann ohne weiteres bestimmt 
werden. Vorzugsweise werden typischerweise 1 bis 4 Dosen taglich mit jeweils 5 
mg bis 100 mg aktiver Verbindung verabreicht. 

Die gerinnungshemmende Therapie ist indiziert fur die Behandlung und die 
Vorsorge einer Reihe von Gerinnungsituationen, besonders koronarer und 
cerebrovaskularer GefaBerkrankung. Fachleute auf diesem Gebiet kennen ohne 
weiteres die Umstande, die eine gerinnungshemmende Therapie erfordert. Der 
hier gebrauchte Ausdruck "Patient" bezieht sich auf Sauger, wie Primaten 
einschlieBlich des Menschen, Schafe, Pferde, Rinder, Schweine, Hunde, Katzen, 
Ratten und Mause. 

Obwohl einige der Peptid-Derivate die Passage durch den Darm nach oraler 
Verabreichung uberleben, bevorzugen die Anmelder die nicht-orale 
Verabreichung, zum Beispiel subkutan, intravends, intramuskular oder 
intraperitoneal; Verabreichung durch eine Depot-Spritze; Abgabe durch Implan- 
tate; oder durch Aufbringen auf Schleimhaute, wie der Nase, des Rachens und der 
Bronchien, beispielsweise durch einen Aerosol- Behalter, der ein Peptid-Derivat 
dieser Erfindung in einer Spray- oder in Trockenpuderform enthalt. 

Fur eine parenterale Verabreichung konnen die Verbindungen als injizierbare 
Dosen einer Losung oder Suspension der Verbindung in einem physiologisch 
vertraglichen Verdunnungsmittel mit einem pharmazeutischen Trager verordnet 
werden, welcher eine sterile Flussigkeit, wie Wasser und Ole mit oder ohne 



Zugabe eines Netzmittels und anderer pharmazeutisch vertraglicher Hilfsstoffe 
sein kann. Beispieie fur Ole, welche in diesen Zubereitungen verwendet werden 
konnen, sind fossile. tierische. pflanzliche oder synthetische Ole. beispielsweise 
Erdnufiol. Soyabohnenol und Mineralol. Im allgemeinen sind Wasser. 
Kochsalzldsung, wassrige Dextrose und verwandte Zuckerlosungen, Ethanoi und 
Glykole. wie Propyienglykol oder Polyethylenglykoh als flussige Trager, besonders 
fur Injektionslosungen, bevorzugt. 

Die Verbindungen konnen in der Form von Depotinjektionen oder als 
Implantate verabreicht werden, die so formuiiert sein konnen, dafl sie eine 
verzdgerte Abgabe des Wirkstoffs erlauben. Der Wirkstoff kann in Kugelchen oder 
kleine Zylinder gepreflt werden und subkutan oder intramuskular als 
Depotinjektion oder Implantat eingeptlanzt werden. Implantate konnen aus inerten 
Materialien. wie biologisch abbaubaren Polymeren oder synthetischen Silikonen. 
beispielsweise Silastik. Silikongummi. welcher von der Dow-Corning Corporation 
hergestellt wird, bestehen. 

Die Erfindung wird durch die folgenden, nicht einschrankenden Beispieie 
veranschaulicht. 

BEISPIEL 1 

Darstellung von 



H>Glv-Asp-Phe>GIu-Glu>Ile-DCvs-Glu-Glu-Cvs-Leu-Gln-OH 

Das Peptid wurde nach dem Festphasenverfahren unter Venvendung von 0,1 
mmol eines 0,66 mmol/g Boc-Gln-PAM Harzes hergestellt. Doppelt symmetrische 
Anhydrid-Kopplungen wurden mit 2,0 mmol Na-Boc-Aminosaure (Peptides 
International), aufler im Fall von Boc-Gln, welches durch das DCC/HOBT- 
Verfahren gekoppelt wurde, ausgefiihrt. Als Seitenkettenschutz wurde verwendet: 
Asp (Chx), Cys (pMeBzl), Glu(Bzl). Nach dem AbschluB der Synthese wurde der 
Na-Boc Schutz mit 50% Trifluoressigsaure in Methylenchlorid entfernt. Das Harz 
wurde drei Mai mit Methylenchlorid gewaschen, durch drei Spiilungen mit 10% 
Diisopropylethylamin in Methylenchlorid neutralisiert, drei Mai mit Methylenchlorid 
gewaschen, mit N-Acetylimidazol in Methylenchlorid acetyliert, drei Mai mit 
Methylenchlorid gewaschen und im Vakuum getrocknet. Das Peptid wurde von 
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den Schutzgruppen befreit und vom Harz mit Wasser abgespalten una der pH mit 
Ammoniumhydroxyd auf 8, .5 eingestelit. Kaliumcyanoferrat (0,.01 N) wurde zur 
Losung gegeben. bis die gelbe Farbe bestehen blieb. Die Losung wurde 30 min 
geriihrt und dann der pH mit Essigsaure auf 4 bis 5 eingestelit. Das Gemisch 
wurde dann mit Bio-Rad* AG3-X4A Ionenaustauscher-Harz fur 2 Stunden geriihrt. 
Das Gemisch wurde filtriert und das Filtrat lyophilisiert. 

Das Peptid wurde durch Entsalzung auf einer 92 * 2,6 cm Sephadex* G-15 
Saule in 5% wassriger Essigsaure gereinigt und lyophilisiert. Eine praparative 
HPLC wurde an einer C 18 Vydac» 218TP1010 (250 * 10 mm) Saule mit Acetonitril 
in 0,1 % wassriger Trifluoressigsaure bei 5 ml/ min durchgefiihrt. Die Hauptfraktion 
wurde gesammelt und lyophilisiert. was das gewiinschte Produkt ergab. Die 
Homogenitat wurde durch HPLC und TLC bestimmt. HPLC Vydac* 218TP54 (250 
* 4,6 mm) C 18 Saule, 2 ml/min, t Q = 1,8 min: die Eluierungszeit mit einem 
linearen Gradienten von 25-50% Acetonitril in 0,1% Trifluoressigsaure bei 1%/min 
betragt5,5 min. FAB-MS: (M + H) = 1411,7 ± 1 m^ (ber. 1410). Die Aminosauren- 
Analyse: (6N HCl-Hydrolyse; 24std bei 106°C) siehe Tabelle 1, 57 Gew.-% Peptid- 
Gehalt, 
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EP 88 10 8047.7-2110 

Merrell Dow Pharmaceuticals Inc. 



Patentansnriiche 
fur die Vertragsstaaten AT BE CH DE FR GB IT LI LU NL SE 



1. Peptidderivat der allgemeinen Formel 1: 




I 

Alk! B Alk 2 



in der 

X einen Rest an der endstandigen Aminogruppe dar- 
stellt, ausgewahlt aus einem Wasserstof f atom, einem 
Oder zwei Alkylresten mit 1 bis 6 Kohlenstof f atomen, 
einem oder zwei Acylresten mit 2 bis 10 Kohlen- 
2 5 stoffatomen f der Carbobenzyloxy- oder tert-Butyloxy- 

carbonylgruppe ; 
A x eine Bindung oder ein Peptid mit 1 bis 5 AminosSure- 
resten ist; 

A 2 ist Phe, substituiertes Phenylalanin (SubPhe) , B-(2- 
und 3-Thienyl)alanin, fl-(2- und 3-Furanyl) alanin, B— 
(2-, 3- und 4 -Pyridyl) alanin, B-(Benzothien-2- und 
3-yl) alanin, B-(l- und 2 -Naphthyl) alanin, Tyr oder 
Trp ist; 
A 3 Glu oder Asp ist; 
A 4 irgendeine Aminosaure ist; 
A 5 lie, Val f Leu f Nle oder Thr ist; 
A 7 irgendeine Aminosaure ist; 
A 8 Glu Oder Asp ist; 
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A 1Q eine lipophile Aminosaure , ausgewahlt aus Tyr, 
Tyr(S0 3 H), Trp, Phe, Leu, Nle, Ile r Val, His und 
Pro, Oder ein Dipeptid, das mindestens eine dieser 
lipophilen Aminosauren enthalt, ist; 

A X1 eine Bindung oder ein Peptidf ragment mit 1 bis 5 Re- 
sten irgendwelcher Aminosauren ist; 

Y einen Rest an der endstSndigen Carboxygruppe dar- 
stellt, ausgewShlt aus -OH, einem (C^-Cg) Alkoxy-, 
Amino- , Mono- oder Di- ( C x -C 4 ) alky lsubstituierten 
Amino- oder Benzylaminorest ; 

R r R' , R x und R^ jeweils ausgewahlt sind aus einem Was- 
serstoffatom oder einem (C^-C^) Alky Irest; 

B ausgewahlt ist aus den Gruppen -S-, -S-S- oder 
-S-Alk 3 -S-; 

Alk 1# Alk 2 und Alk 3 jeweils ausgewahlt sind aus einer 

(C 1 -C 8 )Methylen- oder Ethylengruppe; 
und in der "D" und "L" anzeigen, daB die Stereochemie 
des betreffenden Kohlenstoff atoms diejenige ist, die der 
von D-Cystein bzw. L-Cy stein entspricht; und die pharma- 
zeutisch vertraglichen Salze davon. 

Peptidderivat gemaB Anspruch 1, in dem A 2 Phe r 0-(2- 
oder 3-Thienyl) alanin oder Tyr ist. 

Peptidderivat gemaB den Ansprtichen 1 oder 2, in dem A 3 
Glu ist. 

Peptidderivat gemafl einem der Anspruche 1 bis 3 , in dem 
A 4 Glu ist. 

Peptidderivat gemaB einem der Ansprttche 1 bis 4, in dem 
A 5 lie ist. 

Peptidderivat gemaB einem der Anspriiche 1 bis 5, in dem 
A 7 Glu oder Ala ist. 
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7. Peptidderivat gemaB einem der Anspruche 1 bis 6, in dem 
A 8 Glu oder Asp ist. 

8. Peptidderivat gemaB einem der Anspruche 1 bis 7, in dem 
A 1Q Leu ist. 

9. Peptidderivat gemaB einem der Anspruche 1 bis 8, in dem 
A X1 Pro, Gin, Asp oder Asp-Gin ist. 

10. Peptidderivat gemaB einem der Anspruche l bis 9, in dem 
X ein Wasserstof fatom, eine Acetyl- oder Bernsteinsaure- 
gruppe ist. 

11. Peptidderivat gemaB einem der Ansprttche 1 bis 10, in dem 
Y eine der Gruppen OH oder NH 2 ist. 

12. Peptidderivat gemaB einem der Anspruche 1 bis 11, in dem 
die Reste R, R' , R lr R^ jeweils ein Wasserstof f atom 
sind. 

13. Peptidderivat gemaB einem der Anspruche 1 bis 12, in dem 
B eine Gruppe -s-S- ist. 

14. Peptidderivat gemaB einem der Anspruche 1 bis 13, in dem 
Alkj^ und Alk 2 jeweils eine Methylengruppe der Formel 
- (CH 2 ) - sind. 

15. D inter eines Peptidderivats gemaB einem der Anspruche 1 
bis 14 oder ein Gemisch aus dem Dimeren und besagtem 
Peptid. 

16. Verfahren zur Herstellung eines Peptidderivats gemafl 
einem der Anspruche l bis 14 oder eines Dimeren davon 
oder eines Gemischs des Dimeren und des besagten Poly- 
peptids, das die Erzeugung des freien Sulfhydryl enthal- 
tenden linearen Peptids durch eine Festphasen-Sequenz- 
oder Blocksynthese, Genclonierung, oder eine Kombination 
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davon und anschlieBend die oxidative Kupplung des li- 
nearen Pepcids umfaBt. 

17. Festphasen-Sequenz- oder Blocksynthese-Verf ahren zur 
Herstellung eines Peptidderivats gemaB einem der Ansprii- 
che 1 bis 14 oder eines Dimeren davon oder eines Gemi- 
sches des Dimeren und des besagten Polypeptids, das das 
Anbinden einer in geeigneter Weise geschiitzten Amino- 
sMure der Formel A lr die die in Anspruch 1 angegebene 
Bedeutung hat, an einen aktivierten HarztraLger, nachfol- 
gend das Anbinden der anderen a-Amino-geschiitzten Amino* 
sauren der Formeln A 2 bis A 11# die die in den vorange- 
gangenen Anspruchen angegebene Bedeutung haben, an die 
endstSndige Aminogruppe der wachsenden Peptidkette , die 
unterdessen durch Entfernen ihrer Aminoschutzgruppe 
freigesetzt vurde, und schlieBlich die oxidative Kupp- 
lung des linearen Peptids umfaBt. 

18 . Peptidderivat gemaB einem der Ansprtiche 1 bis 14 , ein 
Dimeres davon oder ein Gemisch dieser Verbindungen zur 
Verwendung als Arzneistoff • 

19. Peptidderivat gemaB einem der Anspriiche 1 bis 14, ein 
Dimeres davon oder ein Gemisch dieser Verbindungen zur 
Verwendung als Antikoagulierungsmittel. 

20. Arzneimittel, enthaltend eine koagulationshemmend wirk- 
same Menge eines Peptidderivats gemaB einem der Ansprti- 
che 1 bis 14, eines Dimeren davon oder eines Gemisches 
dieser Verbindungen und gegebenenf alls einen pharmazeu- 
tisch vertrSLg lichen TrSger und/ oder ein Verdtinnungsmit- 
tel . 
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